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RESUMEN

Introduccion: Los radicales libres son altamente reactivos y atacan constantemente al cuerpo humano, se producen como parte normal del
metabolismo celular. En el caso de buceadores militares que utilizan equipos de circuito cerrado y que respiran oxigeno a presiones supe-
riores a la atmosférica (puro 100%), el nivel de dafio oxidativo aumenta. Objetivo: Estudiar los efectos de la hiperoxia en el equilibrio redox
del organismo de un colectivo de buceadores que usan oxigeno puro como elemento respirable y desarrollar la técnica mas viable para su
determinacion. Material y Métodos: Participaron 15 buceadores que realizaban un programa de instruccion impartido por el Centro de
Buceo de la Armada de 3 meses de duracion empleando un equipo de buceo de oxigeno puro. En dicho programa se desarrollaron un total
de 23 inmersiones con una media de 20.05 horas totales respirando oxigeno puro a una profundidad de 7 metros. Se miden los niveles de
oxido nitrico, el estado antioxidante total y niveles de Glutation peroxidasa en plasma y peroxidacion lipidica en orina. Resultados: Des-
censo en todos los parametros a lo largo del programa de estudio. El estado de antioxidantes totales disminuyo significativamente después
de 6 semanas, con un leve incremento al final. El 6xido nitrico aumento en sus niveles al comienzo del estudio, y fue disminuyendo signi-
ficativamente después de 6 y 12 semanas. Ademas, la glutation peroxidasa y los isoprostanos fueron progresivamente mas bajos. Conclu-
siones: La hiperoxia en buceadores puede comprometer las defensas antioxidantes temporalmente sin embargo la peroxidacion lipidica pro-
ducida no es importante debido tal vez a un proceso adaptativo resultado de la exposicion periodica a condiciones hiperdxicas. El dafio oxi-
dativo genera un descenso en la concentracion de 6xido nitrico. Los métodos mas dptimos para determinar el dafio oxidativo producido por
la hiperoxia son el nivel de 6xido nitrico y el estado antioxidante total.
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INTRODUCCION

La mayor parte del oxigeno que respiramos es inocuo e impres-
cindible para la vida cuando es reducido hasta agua por las enzimas
responsables de la respiracion celular. Sin embargo, entre un 2% y un
5% del oxigeno se transforma en moléculas sumamente inestables con
un electron desapareado en su ultima orbita, denominados radicales li-
bres. La inestabilidad de dichas moléculas radica en el facilidad que
tienen de recibir o entregar ese electron desapareado!-2, desestabili-
zando a su vez otras moléculas que en principio fueron estables.

No todas las moléculas inestables que se producen por el meta-
bolismo aerobio se pueden llamar radicales libres por no coincidir
quimicamente en su definicidn, asi que para generalizar se denomi-
nan especies reactivas del oxigeno (EROs) agrupando tanto a los ra-
dicales libres como al perdxido de hidrégeno, siendo en la actualidad
mas apropiado las siglas en inglés reactive oxygen species (ROS).

El ataque de los ROS consiste en una sucesion de reacciones
bioquimicas de oxidacion-reduccion (REDOX) que se hace cons-
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tante en el organismo. Dichas reacciones tienen lugar de forma es-
pontanea en el metabolismo normal de la célula o por la exposicion
de determinados factores ambientales'#. La produccion de los ROS
tiene lugar por la reduccion del O, convirtiéndose en el radical su-
perdxido (O,). A continuacion, por la enzima superdxido dismuta-
sa (SOD) se genera el peroxido de hidrogeno (H,0,). Esta tltima
molécula se oxida en la reaccién de Fenton formando el radical hi-
droxilo (OH") que se trata de uno de los radicales mas reactivos que
se conocen. Precisamente debido a su alto potencial de reaccion
desestabiliza a otras moléculas poniendo en marcha toda una cade-
na de inestabilidad produciendo una alta acumulacion de radicales
libres en el organismo.

Ademas de los ROS especificados anteriormente existen otros
que constituyen la fase inicial de la peroxidacion lipidica como el
peroxil (ROO") y el alcoxil (RO"), resultantes de la accion del OH™.
Otros que debemos mencionar también son el oxigeno singlete
(10,), el 6xido nitrico (NO") y el ani6én peroxinitrito (OONO")’.

En el caso de buceadores militares que utilizan equipos de in-
mersion donde se respira oxigeno puro (100%) a presiones superio-
res a la atmosférica, el problema del dafio oxidativo se ve fuerte-
mente incrementado ya que aumenta la produccion de ROS en los
tejidos bioldgicos.®’

El dafio oxidativo se puede medir de forma directa o indirecta:

Métodos directos

Consiste en la medicion de la concentracion de agentes oxi-
dantes en el organismo, pero ha resultado dificil en muchos casos,
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por tener éstos un tiempo de vida media muy corto. El radical hi-
droxilo tiene una vida de 10719 segundos. La espectrometria de re-
sonancia de la rotacion (espin) de electrones®%10-16 es una de las
técnicas analiticas que mide directamente los ROS asi como las ti-
tulaciones microcolorimétricas!’-18, la cristalografia de rayos X!?,
las mediciones espectrofotométricas o espectroelectroquimicas
con luz ultravioleta/luz visible2%-2!, la quimioluminiscencia®10-14,
o0 la espectrofotometria ultravioleta'# pero su aplicacion en el ser
humano no es factible aun debido a los elevados costes de estos
equipos.

Métodos indirectos
Determinacion de productos terminales de la accion oxidante

Se han desarrollado métodos para medir algunos de los ROS,
mediante los productos terminales de su accion oxidante sobre: a)
proteinas, b) DNA y c) lipidos.

A) Los ROS inducen en las proteinas la acumulacion de grupos
carbonilos, que pueden ser evaluados después de la condensacion
con 2-4 dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH), comunmente utilizado
para evaluar la oxidacion de proteinas celulares. Este método es
muy laborioso, largo y utiliza gran cantidad de solventes, por lo que
su uso se ha desechado a favor de un método ELISA.?%-25

B) Mas de 12 metabolitos son producidos durante el ataque oxi-
dante al DNA, pero solo algunos han podido ser utilizados como
marcadores de dicho ataque: timidina glicol (TG) y 8-OH-2-- deo-
xiguanosina (OH8dg)?6-2°,

C) La peroxidacion lipidica es un proceso complejo, en el cual
los acidos grasos no saturados en los fosfolipidos de las membranas
celulares son atacados por radicales que provocan el secuestro de un
hidrogeno, formandose hidroperéxidos que son de dificil medicion
por degradarse rapidamente. No obstante, la lipoperoxidacion cons-
tituye el mejor método para tratar de probar la funcion de los radi-
cales libres en algun tipo de dafio celular, y existen varias formas de
medirla:

1. Medicion de compuestos que reaccionan con el acido tiobar-
bitarico: se basa en la reaccion del 4cido tiobarbittrico con el ma-
londialdehido (MDA), formandose asi un color susceptible de ser
medido directamente. Su analisis es usado por su sencillez, pero le
falta sensibilidad, por lo que se recomienda, para aumentarla, utili-
zar procedimientos fluorométricos o cromatograficos.30-3!

2. Medicion de otros aldehidos procedentes también de la lipo-
peroxidacion: el 4 hidroxinonenal, susceptible de ser medido por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion ul-
travioleta. Esta técnica es comun pero sélo en aquellos laboratorios
con un alto poder econémico para mantener un aparato de medicion
por HPLC.

3. Medicion de hidrocarburos volatiles en el aire expirado:
principalmente etano y pentano, respectivamente derivados de los
hidroperoxidos de los 4cidos grasos insaturados de las series
omega-3 y omega-6. No es un método invasivo, pero por lo compli-
cado resulta muy molesto a los pacientes.

4. Medicion de compuestos fluorescentes de la lipoperoxida-
cion: mide la lipofuscina, producto final de la destruccién oxida-
tiva de los lipidos, pero solo es util para etapas tardias de la pero-
xidacion.
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Toda esta serie de indicadores que miden los productos del dafio
oxidativo a proteinas, DNA y lipidos, aportan datos cuantitativos a
veces muy relativos acerca de su presencia en algunos fluidos orga-
nicos.

Medicion de la concentracion de antioxidantes

Los resultados de diferentes estudios muestran que los nive-
les de antioxidantes pueden disminuir o aumentar por diferentes
enfermedades, por lo que al monitorizarlos pueden ser utilizados
como marcadores de enfermedades y para el seguimiento tera-
péutico.

Se han desarrollado productos diagnésticos que conceden una
exacta y rapida medicion del rango de pardmetros antioxidantes.

Dentro de esta amplia gama, los mas comercializados son los
que miden antioxidantes de tipo enzimaticos: superoxido dismutasa
y catalasa.

Algunas casas comerciales también producen reactivos para de-
terminar antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas C, A, E,
y la ubiquinona3-34,

Ademas se pueden medir antioxidantes de segunda linea, como
son las enzimas reparadoras del dafio del DNA, denominadas redo-
xiendonucleasas?735-36,

Aunque la adquisicion de estos conjuntos de reactivos puede re-
sultar cara la especificidad y fiabilidad de la técnica la hacen muy
recomendable.

Medicion del estado antioxidante total

El estado antioxidante refleja el balance dinamico entre el siste-
ma antioxidante y los radicales libres (ROS) y es utilizado como
instrumento para estimar el riesgo de dafio oxidativo?’.

De la misma manera que son medidas innumerables sustancias
relacionadas con el dafio oxidativo, son multiples los métodos em-
pleados en tal medicion y van desde la simple espectrofotometria,
pasando por el HPLC, hasta llegar a la moderna quimioluminiscen-
Cia3237.38.

Algunos autores determinan las vitaminas C, A y E; otros la
concentracion de algunas enzimas antioxidantes como la Gpx, la ca-
talasa3®- 40y la SOD.

La medicion del estado antioxidante total es beneficiosa en
numerosas enfermedades como en la diabetes, cardiopatias is-
quémicas e infarto agudo de miocardio, existen conjuntos de re-
activos espectrofotométricos comerciales de excelente calidad
testada por importantes casas comerciales que proporcionan
datos muy fiables.

Las alteraciones en los niveles de ROS estan cada dia mas vin-
culadas a cuadros patologicos por eso son enormes los esfuerzos
que se realizan a escala mundial para el desarrollo de nuevos y mas
sencillos métodos que nos llevaran a la mayor utilizaciéon de los
datos aportados por la medicion del dafio oxidativo. Por ello de
entre los métodos mas fiables y faciles de manejar segun la biblio-
grafia, nuestro objetivo es encontrar la técnica (o conjunto de ellas)
mas viable para la determinacion del dafio oxidativo en buceadores
asi como el estudio de los efectos de la hiperoxia en el equilibrio
redox del organismo.
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OBJETIVO

El interés surgié de la necesidad de encontrar el método de de-
terminacion de dafo oxidativo mas rapido e idoneo para las fuerzas
armadas ya que una poblacion de buceadores profesionales se ex-
ponen al oxigeno puro todos los afios durante tres meses. Ante la
asiduidad del programa y de los posibles riesgos que puede conlle-
var la exposicion a hiperoxia, se decidié profundizar en el tema.

Por todo ello, el objetivo del trabajo se centro en estudiar los
efectos de la hiperoxia en el equilibrio redox del organismo de un
colectivo de buceadores que usan oxigeno puro como elemento res-
pirable y el desarrollo de la técnica mas viable para la determina-
cion del dafio oxidativo

MATERIAL Y METODOS
Sujetos

El estudio fue realizado en 15 buceadores militares varones y
sanos del Centro de Buceo de la Armada. Los datos antropométricos
estan representados en la tabla I como la media £ desviacion Standard.

El programa consisti6 en tres inmersiones semanales en el mar de
una hora de duracion a una profundidad de 7 metros durante 3 meses
respirando oxigeno puro a una presion parcial de 1.7 ATA con un
equipo de circuito cerrado (Lar VI.1. Draeger, Luebeck, Alemania)
(Fig. 1) junto con un intenso entrenamiento fisico. Las actividades fi-
sicas que desarrollaron fueron tanto terrestres (ejercicios aerobicos y
anaerobicos) como acuaticas (natacion con y sin equipo de buceo).
Los buceadores no estuvieron expuestos a condiciones hiperdxicas
antes del programa de entrenamiento. Todos los participantes del pro-
grama dieron su consentimiento para la realizacion del estudio.

Métodos

Se recogieron 3 muestras de orina y sangre de cada sujeto; pre-
via al inicio de la exposicion, a las 6 semanas y al final del progra-
ma. Las muestras sanguineas se obtuvieron por punciéon venosa,
centrifugadas y almacenadas a —80°C hasta su analisis.

Oxido Nitrico

E1 NO del suero fue medido utilizando un ensayo colorimétrico
no enzimatico que convierte el nitrato en nitrito usando cadmio me-
talico (Oxford Biomedical Research, Inc. Oxford, MI, USA). En
aquellas muestras donde las concentraciones de proteinas son altas,
el cadmio ha sido descrito como un catalizador mas importante que
la nitrato reductasa en presencia de fuertes reacciones desproteini-
zantes. La reduccion de nitrato a nitrito es cuantificada por espec-
trofotometria utilizando la reaccion de Griess.

Estado Antioxidante Total

Evaluamos el estado antioxidante total (TAS) con el ensayo co-
mercializado TEAC (Randox Laboratories Ltd, United Kingdom),

Figura 1: Equipo de circuito cerrado LAR VI que se utilizé en el es-
tudio.

basado en la medicion de la intensidad de color (colorimetria) del
cation radical ABTS de color azul-verdoso detectable a 600 nm. La
produccion del color es inversamente proporcional a la concentra-
cion de antioxidantes en la muestra. El ensayo fue llevado a cabo en
un analizador Hitachi 912 (Roche Diagnostics Systems).

Glutation Peroxidasa

Los niveles plasmaticos de glutation peroxidasa (GPx) fueron
analizados por un inmunoensayo (ELISA) amplificado en su tltimo
paso con el sistema biotina-estreptavidina (Bioxytech, OxisRese-
arch, Portland, USA). Las muestras son incubadas en presencia de
anticuerpos conjugados con un sustrato especifico para la glutation
peroxidasa humana. La cantidad de este enzima presente en las
muestras es estimada por la medicion de la absorbancia a 405 nm
siendo ambos parametros proporcionales.

Tabla 1. Datos antropométricos

MEDIA + DS
Peso, Kg 78,8 +£9,3
Talla, cm 177,1 £ 54
IMC, kg/m? 25+2

IMC: indice de masa corporal.
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Evolucion del Estado Antioxidante Total
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Figura 2: Evolucion del Estado Antioxidante Total de los buceado-
res bajo condiciones hiperoxicas (p< 0,05).
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Figura 3: Evolucion de la concentracion de NO plasmatico en bu-
ceadores cuando respiran oxigeno puro (p< 0,05).
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Fig. 4: Cambios en la concentracion del glutation peroxidasa con el
paso del tiempo cuando los individuos estan respirando elevadas
concentraciones de oxigeno (p>0,05).
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Figura 5: Evolucion del F2-isoprostano a lo largo de 12 semanas
bajo condiciones hiperoxicas (p=0,05).

Isoprostanos Urinarios
Para la determinacion de los niveles urinarios de 15-isoprostano

Fy; se utiliz6 un inmunoensayo (ELISA), el cual elimina las interfe-
rencias debidas a las uniones no especificas (EA 85, Oxford Biome-
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dical Research, Oxford, MI, USA). El 15-isoprostano F,t de la mues-
tra compite con otra molécula similar por unirse a un anticuerpo es-
pecifico asociado a un enzima. Asi en presencia del sustrato de dicho
enzima asociado a la molécula competidora, la muestra se colorea
siendo inversamente proporcional la intensidad de color con la canti-
dad de 15-isoprostano Fy, presente en la muestra. Los resultados fue-
ron referidos a la concentracion de creatinina urinaria en la muestra.

Analisis estadistico

La estadistica descriptiva esta representada como la media £
desviacion estandar. Las medias fueron comparadas con un analisis
de la varianza (ANOVA). Las diferencias con una p inferior a 0,05
fueron consideradas estadisticamente significativas.

RESULTADOS

Se observo un descenso en todos los parametros evaluados a lo
largo del programa de estudio. El estado de antioxidantes totales
disminuy¢ significativamente después de 6 semanas (media 1,38
versus 1.23 mmol/l), con un leve incremento al final (media
1,31 mmol/l) (Fig. 2). E1 NO mostr6 un aumento en sus niveles al
comienzo del estudio, y fue disminuyendo significativamente des-
pués de 6 y 12 semanas (Fig. 3). Ademas, Gpx y F,-isoprostanos
fueron progresivamente mas bajos (Figs. 4 y 5).

DISCUSION

La capacidad antioxidante total del plasma forma parte de un me-
canismo homeostatico fuertemente regulado. Este mecanismo actia
como un eficiente sistema defensivo antioxidante jugando un papel
importante en el control del dafno oxidativo causado por la hiperoxia.
E1TAS basal en plasma de los buceadores de equipos de oxigeno puro
es similar al de otros atletas.*! Se encontré un descenso significativo
en la concentracion de TAS plasmatico entre la primera y la sexta se-
mana durante el programa de buceo, pero en la semana 12 la concen-
tracion de TAS plasmatico es muy similar a la de la primera semana.
Nuestros datos sugieren que la hiperoxia en buceadores puede com-
prometer el mecanismo de defensa antioxidante al comienzo del pro-
grama, lo cual podria ser resuelto por un proceso adaptativo a la ex-
posicion hiperoxica. De esta forma, al final del curso practicamente
todos los sujetos habian recobrado las concentraciones de TAS pla-
maticas basales, como han demostrado algunos autores*?. La Gluta-
tion peroxidasa juega un papel importante en el mecanismo enzima-
tico protector endogeno reduciendo los efectos dafiinos de los oxi-
dantes en la célula*?. Nuestros resultados muestran un descenso en la
concentracion de Gpx plasmatica al final del estudio, similar a lo que
observan otros autores*. Este descenso en Gpx sugiere un aumento
del dafio oxidativo causado por la hiperoxia. Sin embargo, los isos-
prostanos urinarios disminuyen, aunque no significativamente. Este
resultado coincide con estudios previos*>#®, sugiriendo que la peroxi-
dacion lipidica en buceadores que siguieron este tipo de programa y
que respiraron oxigeno puro no es importante.

De acuerdo con algunos autores*’#3, a los 30 minutos de la expo-
sicion hiperoxica en buceadores no profesionales, podria inducir un
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aumento del dafio oxidativo seguido de inflamacion de las vias respi-
ratorias. Ademas, el anién superdxido (O2) aumenta debido al ejer-
cicio y a la exposicion hiperoxica. Por otra parte, el NO aumenta con
la hiperoxia®-" e interactua con los ROS para formar otra especie re-
activa de nitrogeno (RNS), esta podria ser la respuesta al descenso de
NO que observamos en los buceadores de nuestro estudio. Nuestros
resultados muestran niveles basales de NO (49.61 £+ 19.86 uM) simi-
lares a la de otro estudio en futbolistas (58.03 + 15.20 uM)3!.

Los niveles de NO en atletas esta fuertemente influenciado por
su estado fisico.

Concluimos que la agresion oxidativa genera un descenso en la
concentracion de NO en buceadores que respiraron oxigeno puro con
un equipo de circuito cerrado, este hecho podria deberse a la reaccion
entre el NO~ y los ROS para formar OONO-. La hiperoxia en bucea-
dores puede comprometer las defensas antioxidantes temporalmente,
ya que tanto la GPx como la concentracion de TAS disminuyen. De
acuerdo con los resultados, sugerimos que el programa hiperoxico
que siguen estos buceadores no influye de forma importante en la pe-
roxidacion lipidica debido tal vez a un proceso adaptativo resultado
de la exposicion periddica a condiciones hiperoxicas.

Los métodos mas Optimos para determinar el dafo oxidativo
producido por la hiperoxia en buceadores profesionales son la de-
terminacion de los niveles de NO y el TAS, por la facilidad en su
desarrollo, por sus resultados significativos, por la comodidad en la
obtencion y en el manejo de las muestras ademas de la baja necesi-
dad de recursos humanos para llevarlos a cabo. Aunque siempre es
aconsejable tomar mediciones de la peroxidacion lipidica y de al-
guna de las enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa, su-
peroxido dismutasa o catalasa.

CONCLUSIONES

La hiperoxia en buceadores puede comprometer las defensas an-
tioxidantes temporalmente sin embargo la peroxidacion lipidica pro-
ducida no es importante debido tal vez a un proceso adaptativo resul-
tado de la exposicion periddica a condiciones hiperoxicas. El dafio oxi-
dativo genera un descenso en la concentracion de 6xido nitrico. Los
métodos mas dptimos para determinar el daflo oxidativo producido por
la hiperoxia son el nivel de 6xido nitrico y el estado antioxidante total.
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